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L’epatocarcinoma (hepatocellular carcinoma, HCC) è il principale tumore maligno del 
fegato caratterizzato dalla presenza di diversi noduli. In base al numero di noduli l’HCC si 
distingue in: singolo se presenta un solo nodulo di tumore localizzato in qualsiasi parte del 
fegato, multiplo quando sono presenti due o più noduli dislocati e infine massivo quando il 
fegato è completamente invaso da essi. L’epatocarcinoma rappresenta circa l’85% dei 
tumori epatici maligni, è per frequenza il quinto tumore nell’uomo ed il nono nella donna. 
Esistono aree a elevata incidenza come Asia e Africa, media, il bacino del mediterraneo e, 
infine, regioni poco colpite come il Nord Europa e Nord America. Tuttavia, nell’ultimo 
decennio studi epidemiologici hanno evidenziato un incremento di mortalità per HCC sia 
in Europa che negli Stati Uniti. Nel Regno Unito sono stati stimati circa 1.500 decessi 
l’anno per HCC (1) mentre negli USA dal 1980 al 1995 l’incidenza globale di tale 
patologia è incrementata del 70% (2). In Italia la stima approssimativa è di circa 12.000 
nuovi pazienti l’anno (3). Nel nostro paese, nell’88% dei casi, l’infezione virale 
rappresenta la principale causa di cirrosi su cui si sviluppa il carcinoma. Si tratta di 
infezioni da HCV nel 71,1% dei casi, da HBV nell’11,5% e da entrambi i virus nel 5,3%. 
Seguono come incidenza l’abuso di alcol etilico e molto più raramente, l’emocromatosi 
ereditaria e la cirrosi biliare primitiva (3). La cirrosi epatica rappresenta il fattore di rischio 
più importante per lo sviluppo del tumore, tanto che la maggior parte dei casi di neoplasia 
si presenta su fegato cirrotico. L’HCC è attualmente diagnosticato attraverso diversi esami 
radiologici ed ecografici, sierolologici ed istologici. Per quanto riguarda la diagnostica per 
immagini possiamo citare: la tomografia computerizzata (CT), la risonanza magnetica 
(RMN), l’angioecografia perfusionale (CEUS); talvolta risulta utile effettuare il dosaggio 
dei livelli sierici di alfa–fetoproteina (AFP) e, infine, risulta dirimente l’esame istologico 
eseguito su biopsia epatica. L’angioecografia perfusionale è stata messa a punto nel 2005 
come nuova tecnica diagnostica per immagini e raccomandata per la diagnosi non invasiva 
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di HCC. Grazie alla introduzione dei mezzi di contrasto ecografici e alle tecnologie 
dedicate al loro utilizzo, l’angioecografia perfusionale ha fornito uno strumento affidabile 
per lo studio delle lesioni focali epatiche e della loro vascolarizzazione (4). 
 
1.1 EPIDEMIOLOGIA  
I tumori maligni del fegato comprendono l'epatocarcinoma, neoplasia di gran lunga più 
frequente, il colangiocarcinoma e l'angiosarcoma e rappresentano, a livello mondiale, una 
delle maggiori cause di morte per tumore. Più del 70% degli oltre 350.000 nuovi casi     
all’anno nel mondo, si verificano nei Paesi in via di sviluppo, nei Paesi del Sud-Est 
Asiatico, nelle regioni del Pacifico occidentale e nell'Africa meridionale, con proporzioni 
che arrivano fino al 30% della globalità dei tumori nelle aree a più alta incidenza. A fronte 
dell'elevata diffusione in queste aree, i tumori maligni del fegato sono relativamente rari in 
Europa. L'Italia occupa una posizione intermedia per tassi di incidenza e mortalità e 
l'epatocarcinoma rappresenta la settima causa di morte per tumore, con circa 5.000 decessi, 
ossia circa il 3% delle morti per tumore (3). Negli ultimi anni, la mortalità per tumore del 
fegato è moderatamente diminuita nel nostro Paese ma ha mostrato andamenti variabili nei 
diversi Paesi europei. L'incidenza è invece in aumento negli Stati Uniti. 
Ciò che rende particolarmente importante l'epatocarcinoma primitivo è che, come il tumore 
del polmone notoriamente associato al fumo di sigaretta, esso è una neoplasia della quale 
sono ben conosciute le cause, per cui, almeno in linea teorica, è possibile intervenire sul 
versante eziopatogenetico. 
 
1.2 FATTORI DI RISCHIO 
L’epatocarcinoma, come già accennato, si sviluppa su di un fegato già compromesso da 
altre manifestazioni patologiche. La cirrosi epatica rappresenta il fattore di rischio più 
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importante per il suo sviluppo. Le infezioni da virus dell’epatite B e C, insieme all’abuso 
di alcool, sono i maggiori fattori di rischio che portano all’instaurarsi della cirrosi epatica. 
L’età di infezione, il sesso e la presenza di danno attivo del fegato, associato alla 
replicazione del virus, rappresentano dei fattori di rischio molto importanti e spesso, l’HCC 
si può presentare nei portatori cronici di epatite B anche in assenza di cirrosi. Sono proprio 
questi pazienti che meritano una particolare attenzione al fine di identificare quanto più 
precocemente la possibile l’insorgenza del tumore. I pazienti affetti da cirrosi correlata al 
virus dell’epatite C presentano un rischio 20 volte maggiore di sviluppare tale neoplasia 
rispetto a persone sane (2). L’alcool purtroppo, gioca un ruolo fondamentale nella 
distruzione del parenchima epatico causando danni irreversibili come la  cirrosi epatica. Vi 
sono altre sostanze che promuovono la formazione del tumore, sostanze cancerogene 
(solitamente di natura chimica) presenti nelle bevande alcoliche e negli alimenti. Lo 
sviluppo dell’HCC può anche essere dovuto a carenze nutrizionali, talvolta sempre 
conseguenti all’uso smisurato e continuo di bevande alcoliche. Fattori di rischio meno 
conosciuti e poco frequenti ma non d’importanza trascurabile nel settore alimentare sono le 
aflatossine. Quest’ultime sono presenti negli alimenti, in particolare nei cereali conservati 
nei luoghi dove il clima è caldo umido, come ad esempio nei paesi dell’Africa e il sud-est 
Asiatico. Le aflatossine, sono prodotti del metabolismo del fungo Aspergillus flavus che 
contamina i cibi. Questa micotossina sembra indurre una mutazione molto specifica nel 
codone 249 del gene onco-soppressivo p53. Nei Paesi sviluppati la contaminazione dei cibi 
da parte di questa aflatossina è meno frequente e per tale motivo si verificano pochi casi di 
epatocarcinoma primitivo da tale fattore di rischio. Inoltre, vi sono anche alcune malattie 
metaboliche che possono portare alla formazione dell’HCC e  tra queste possiamo citare: 
l’emocromatosi, patologia che causa un aumento dell’assorbimento del ferro alimentare 
determinandone un progressivo accumulo nell'organismo, il morbo di Wilson dove, invece, 
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si ha accumulo di rame, il deficit di alfa-1-antitripsina, la tirosinemia di tipo 1 e le 
glicogenosi. Infine, un’altra condizione che può portare a danno epatico è la steatosi. La 
steatosi epatica può essere dovuta a un abuso di alcol, steatosi alcolica o all’accumulo di 
grasso dovuto a un’alimentazione non corretta e squilibrata. L’infiammazione che ne 
consegue porta, anche in questo caso, alla formazione di noduli fibrotici con ripercussioni 
sulla sua funzionalità. 
 
1.3 PATOGENESI 
L'epatocarcinogenesi è un processo multifasico che comporta profonde modificazioni a 
carico del genoma cellulare. Si possono individuare almeno tre momenti principali: 
induzione, promozione e progressione. Nella fase d’induzione la trasformazione maligna 
dell'epatocita è causata da mutazioni genetiche indotte da un agente iniziante chimico (es. 
aflatossine, farmaci) o virale (HBV) oppure secondarie a un aumento del turnover 
cellulare. Tali mutazioni determinano un’alterata espressione di alcuni proto-oncogeni, ras, 
myc, fos e conseguentemente una disregolazione del ciclo cellulare. Queste modificazioni 
cellulari sono irreversibili ma le cellule danneggiate possono essere rimosse dal fegato 
attraverso il processo di apoptosi. La seconda fase, detta promozione, consiste nella 
proliferazione delle cellule trasformate e ciò richiede la presenza di uno stimolo continuo e 
ripetuto, come ad esempio la persistenza del danno necrotico e l’infiammazione cronica. 
La promozione della neoplasia è contrastata dall’azione di ormoni sessuali, citochine, 
enzimi (es. l'ornitindecarbossilasi, ODC) o cicline (coinvolte nella proliferazione cellulare). 
Nella fase di progressione la carcinogenesi, che si evolve fino alla manifestazione clinica 
della neoplasia, è dovuta all'espansione clonale delle cellule neoplastiche mediata dai 
fattori di crescita e favorita da ulteriori mutazioni. Vi sono diversi studi sia in vitro che in 
vivo su modelli animali che dimostrano un ruolo diretto del virus dell'epatite B 
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nell'epatocarcinogenesi. L'HBV può indurre mutagenesi e quindi trasformazione 
neoplastica degli epatociti. L'integrazione dell'HBV-DNA nel DNA cromosomiale, che 
avviene in siti discreti e variabili, può causare delezioni, riarrangiamenti cromosomiali o 
alterazioni di geni coinvolti nella regolazione della proliferazione e della differenziazione 
cellulare. L'integrazione virale può verificarsi presso proto-oncogeni. L'HBV-DNA 
contiene inoltre sequenze che codificano per proteine in grado di trans-attivare geni 
cellulari: sequenze delle regioni Pre-S/S troncate e della regione X. I geni Open Reading 
Frame (ORF) relativi a queste proteine e potenzialmente codificanti, sono mantenuti integri 
nei mini-cromosomi (HBV-DNA super spiralizzato, ccc-DNA) anche in epatociti di 
soggetti con pregressa infezione da HBV. Infine sequenze di HBV-DNA sono state 
individuate anche in epatocarcinomi insorti in pazienti negativi per tutti i marcatori 
sierologici di infezione da HBV, suggerendo un ruolo occulto dell'infezione da HBV nella 
patogenesi dell'HCC. 
Il virus dell'epatite C (HCV), essendo causa di epatite cronica e cirrosi, interviene nella 
fase di promozione dell'epatocarcinogenesi stimolando indirettamente la proliferazione 
epatocellulare. Non vi sono invece ancora dati sufficienti a dimostrare che l'HCV possa 
avere un ruolo diretto nella fase di induzione, quale agente in grado di trasformare gli 
epatociti in cellule neoplastiche. In effetti, negli ultimi anni diversi autori hanno riportato 
dati sperimentali che suggeriscono una diretta partecipazione di HCV nel processo 
oncogenetico attraverso proprie proteine strutturali e non strutturali. Esperimenti in vitro 
hanno dimostrato che la proteina core dell'HCV è in grado di trasformare fibroblasti 
interagendo con l'oncogene ras, di sopprimere l'espressione di alcuni geni e di modificare 
la suscettibilità delle cellule in coltura ai mediatori dell'apoptosi. 
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1.4 AUTOIMMUNITA’ E TUMORI 
Negli ultimi anni le cellule dendritiche sono state oggetto di molti studi che hanno aperto 
nuove vie di conoscenza sui meccanismi che regolano la risposta immunitaria, in 
particolare la presentazione dell’antigene ed hanno prospettato nuove possibilità 
terapeutiche per il trattamento delle malattie autoimmuni e alcuni tumori solidi. Le cellule 
dendritiche (CD) sono le più efficienti cellule presentanti l’antigene (APC) e sono in grado 
sia di indurre e modulare l’immunità cellulo-mediata contro agenti patogeni, antigeni 
tumorali e proteine non-self, sia di mantenere la tolleranza immunologica (5). La tolleranza 
immunologica normalmente previene reazioni contro antigeni self. La capacità del sistema 
immunitario di distinguere tra antigeni self e non-self e tra antigeni esogeni innocui o 
pericolosi per l’organismo, è controllata dai meccanismi di tolleranza centrale e periferica. 
La tolleranza centrale è un meccanismo biologico che prevede la delezione di cellule T 
reattive contro antigeni self dopo interazione con le CD nel timo (6) e la delezione di 
cellule B reattive presenti nel midollo osseo. Il sistema immunitario ha messo in atto un 
meccanismo aggiuntivo, la tolleranza periferica, per prevenire fenomeni di autoimmunità. 
Il meccanismo di tolleranza periferica consiste in un’azione diretta sulle cellule auto-
reattive (anergia, apoptosi delle cellule T) o in un’azione indiretta mediata da una 
sottopopolazione di cellule T (intervento delle T regolatorie o T reg). L’alterazione dei 
meccanismi di tolleranza può indurre patologie di tipo neoplastico (mancato 
riconoscimento di antigeni tumorali e quindi il verificarsi di una risposta immune 
inefficace) o patologie autoimmuni. Le CD rappresentano, quindi, una popolazione 
cellulare eterogenea presente nel sangue e in tessuti periferici, caratterizzata dalla capacità 
di fagocitare e presentare antigeni ai linfociti T che, con i linfociti B rappresentano le 
cellule responsabili della risposta immunitaria. L’efficienza nell’attivare la risposta 
immunitaria è tale che anche un basso numero di CD è in grado di generare una potente 
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risposta T cellulare specifica contro virus, patogeni e antigeni tumorali. Questa funzione è 
fondamentale nell’approccio alla terapia cellulare anti-tumorale. Diversi sono i meccanismi 
attraverso i quali il tumore può bloccare l’attività del sistema immunitario. È stato 
dimostrato che esiste un’immuno-soppressione locale esercitata dal tumore che coinvolge 
in primo luogo le CD. Un ruolo rilevante è sostenuto dall’IL-10 prodotta dallo stesso 
tumore. Essa determina l’inibizione della differenziazione delle CD, inibisce l'espressione 
di molecole co-stimolatorie e blocca la produzione di IL-12. Sono inoltre stati individuati 
altri fattori inibenti la maturazione delle CD come ad esempio il Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF) prodotto dal tessuto tumorale. Numerosi autori hanno dimostrato 
che le CD mature coltivate e “istruite” opportunamente in vitro, possono ripristinare 
l’inizio e il corretto funzionamento del meccanismo immunitario. In particolare, CD 
caricate con peptidi tumorali o fuse con cellule neoplastiche inducono nel topo protezione 
contro successive inoculazioni di cellule tumorali o il rigetto tumorale. 
 
1.5 ANTICORPI ANTINUCLEO (ANA) 
Gli anticorpi antinucleo (ANA) sono una vasta ed eterogenea popolazione anticorpale non-
organo-specifica diretta verso diverse componenti del nucleo cellulare. Nello specifico la 
rilevazione degli ANA è di fondamentale importanza nella diagnostica di laboratorio delle 
malattie autoimmuni sistemiche (MAIS) come il Lupus Eritematoso Sistemico (LES), la 
sindrome di Sjögren (SS), la Sclerosi Sistemica Progressiva (SSP), la Dermatomiosite-
Polimiosite (DM/PM), la malattia mista del connettivo (MCTD) e le forme cliniche con 
caratteristiche miste (overlap syndrome) o con quadri clinici indifferenziati (UCTD). Le 
malattie autoimmuni derivano da una condizione patologica in cui il sistema immunitario 
reagisce contro i propri elementi self determinando la comparsa di autoanticorpi e la 
successiva insorgenza di infiammazione e danno ai tessuti. Quando si parla di 
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autoimmunità si fa riferimento all’alterazione o alla carenza dei meccanismi fisiologici 
responsabili della tolleranza verso il self. Nell’autoimmunità sono riscontrabili alterazioni 
delle risposte immunitarie con produzione di autoanticorpi, formazione di 
immunocomplessi e/o comparsa di cellule linfoidi attivate che reagiscono verso strutture 
“self” dell’organismo. Gli ANA, essendo anticorpi non-patogenetici, possono essere 
riscontrati a basso titolo (1:40-1:160) anche in soggetti sani. La loro incidenza aumenta in 
particolare dopo i quarant’anni; si riscontrano in circa il 18-22% di soggetti sani con età 
superiore ai 65 anni  e solo nel 4% della popolazione giovane (7). Inoltre possono essere 
riscontrati in parenti di pazienti con malattie autoimmuni sistemiche e, come epifenomeno, 
in varie patologie diverse dalle MAIS. Possono essere rilevati in corso di malattie infettive 
acute e croniche (tubercolosi, endocardite batterica subacuta, infezioni da virus di Epstein-
Barr, epatiti virali, endocardite batterica, malaria, ascessi cronici etc.), neoplasie e in 
pazienti sottoposti a determinate terapie farmacologiche (procainamide, idralazina, 
isoniazide, penicillamina, anticonvulsivanti, diltiazem, clorpromazina, metildopa, beta 
bloccanti etc.). La presenza di questo tipo di auto-reattività nella popolazione generale 
indica che gli ANA non sono necessariamente ed esclusivamente correlati con l’insorgenza 
di una malattia autoimmune, ma che possono essere una componente importante della 
normale risposta immunitaria. Infatti, la maggior parte delle persone ANA-positive non ha 
una malattia autoimmune e la probabilità che possa manifestarsi negli anni successivi è 
molto bassa. Pertanto, la ricerca degli ANA, al di fuori di un adeguato quadro clinico, può 
individuare soggetti ANA-positivi che non presentano alcun segno clinico di malattia 
autoimmune. In questo caso, tenendo conto che le MAIS si presentano una modalità di 
esordio spesso subdolo e graduale, la comparsa degli ANA può essere il primo dato 
precedendo anche di anni la comparsa delle manifestazioni cliniche della malattia. Nella 
diagnosi per le malattie autoimmuni sistemiche la ricerca degli ANA è uno dei criteri più 
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richiesti. Il substrato cellulare maggiormente utilizzato nelle indagini di laboratorio per la 
ricerca di questi autoanticorpi è quello delle Hep-2. Queste sono cellule tumorali che 
derivano da tumore laringeo umano; le linee cellulari umane hanno il vantaggio di essere 
specie specifiche e, inoltre, essendo tumorali sono in continua divisione cellulare e 
permettono di esporre tutti gli antigeni comprese le proteine presenti solo, ed 
esclusivamente, durante la mitosi (proteine del centromero, del fuso mitotico, del 
centriolo). Ad oggi sono stati identificati più di 50 diversi anticorpi in grado di riconoscere 
le strutture nucleari distinti nei seguenti gruppi: 
 anticorpi diretti contro antigeni associati alla cromatina; 
 anticorpi anti-antigeni non cromatinici; 
 anticorpi anti-proteine nucleolari; 
 anticorpi diretti contro proteine associate alla membrana nucleare; 
 anticorpi diretti contro antigeni associati al ciclo cellulare. 
 
1.6 RICERCA DEGLI ANTICORPI ANTI-NUCLEARI  
Le metodiche di laboratorio che più si utilizzano per la ricerca degli ANA sono: 
 immunofluorescenza indiretta (IFI): è una metodica analitica di tipi qualitativo e 
semi-quantitativo, rappresentando il test di primo livello nelle MAIS. E’ un test che 
permette di individuare e distinguere una determinata proteina/antigene in un 
campione di origine biologico, utilizzando anticorpi coniugati con fluorocromi, 
solitamente fluoresceina isotiocianato (FITC), in grado di riconoscere l’anticorpo 
primario presente nel siero del paziente. Il risultato che si ottiene è espresso in 
termini di negativo o positivo e, su quest’ultimo si procede con le titolazioni. In 
generale la lettura al microscopio permettere di distinguere diversi e specifici 
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quadri fluoroscopici. I quadri fluoroscopici possono essere associati alle diverse 
patologie MAIS senza però essere esclusivi: un determinato quadro fluoroscopico 
non è attribuibile a una singola patologia autoimmune sistemica.  
 
Quadri Fluoroscopici  
Come accennato in precedenza, dalla lettura al microscopio ottico è possibile evidenziare 
contemporaneamente una molteplicità di autoanticorpi nucleari e citoplasmatici ed 
individuare diversi quadri fluoroscopici. La reattività e la specificità anticorpale diretta 
contro le diverse strutture antigeniche bersaglio e il quadro fluoroscopico associato non ha, 
di fatto, una stretta correlazione con la patologia (8). I quadri fluoroscopici più importanti 
sono:  
• omogeneo: fluorescenza uniforme del nucleo in interfase e dei cromosomi in mitosi 
Antigeni nucleari: DNA; DNP; istoni. 
•  periferico: fluorescenza uniforme principalmente intorno alla regione esterna del 
nucleo con colorazione più debole verso il centro del nucleo stesso. 
Antigeni nucleari: DNA; DNP; istone. 
• granulare (speckled): fluorescenza grossolana o finemente granulare del nucleo .           
Antigeni nucleari: Sm; RNP; Scl-70; SSA/Ro; SSB/La. 
•  centromerico: fluorescenza puntiforme nel nucleo a livello del centromero. 
Antigeni nucleari: proteine CENP-A,B,C. 
•  nucleolare: fluorescenza granulare grossolana dei nucleoli  
Antigeni nucleari: PM/Scl, fibrillarina, RNA polimerasi I. 
•  punteggiatura multipla: fluorescenza caratterizzata dalla presenza di piccoli 
granuli (nuclear dots) all’interno del nucleo. 
Antigeni nucleari: Sp100. 
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•  laminare: fluorescenza a livello della membrana nucleare. 
         Antigeni nucleari: laminine A, B, C, gp120. 
 
 
                             
Quadro di tipo Omogeneo                                                                         Quadro di tipo Nucleolare 
                               
Quadro di tipo Centromerico                                                                      Quadro di tipo Granulare o Speckled 
Figura 1: esempi dei quadri fluoroscopici più comuni in IFI 
 
 Western Blot (WB): è una metodica analitica di tipo biochimico, considerata come 
test di secondo livello nelle MAIS. Consiste nel trasferimento su membrana di 
nitrocellulosa o nylon di proteine precedentemente separate mediante elettroforesi 
in gel di poliacrilamide (SDS-PAGE). L’attività denaturante del sodio dodecil 
solfato (SDS) conferisce una carica elettrica negativa alle proteine, le quali si 
separano in base al loro peso molecolare. La separazione avviene su un supporto 
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inerte caratterizzato dal gel di poliacrilammide nel quale rimangono intrappolate. 
Terminata la corsa elettroforetica, le proteine migrano dal gel, in cui si sono 
separate, verso la membrana di nitrocellulosa. Il gel e la membrana sono 
impacchettati tra due fogli di carta bibula e diverse spugne determinando cosi la 
costruzione del cosi detto “sandwich”; questo è immerso all’interno di una 
cameretta contenente una soluzione conducente e l’applicazione di un campo 
elettrico fa si che le proteine fuoriescano dal gel di poliacrilammide e migrino sulla 
membrana. 
Possiamo riassumere il WB nelle seguenti fasi: 
- preparazione del campione, ciò può avvenire per omogeneizzazione, 
estrazione, centrifugazione o bollitura.  
- gel elettroforesi. 
- trasferimento (transfer) su membrana di nitrocellulosa o 
polinvinildenfluoruro ( PVDF). 
- blocco dei siti aspecifici della membrana, di solito con albumina bovina 
(BSA) o latte. 
- identificazione della proteina ricercata mediante ibridazione con anticorpi: 
in questa fase sono utilizzati prima un anticorpo primario che riconosce e 
lega il complesso antigene anticorpo che si forma e, successivamente, un 
anticorpo secondario coniugato a un sistema di rivelazione in grado di 
legare tale complesso. 
- rivelazione del legame anticorpo-antigene mediante reazione colorimetrica 
o in chemioluminescenza . 
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 Saggio Immunoenzimatico (ELISA): è un metodo quantitativo che nella ricerca 
delle MAIS può essere usato sia come test di primo livello, ANA screening, (non 
garantendo la stessa sensibilità dell’IFI) o come indagine di secondo livello. Può 
essere distinto in diretto e indiretto. Il più comunemente usato è quello indiretto: il 
pozzetto è rivestito con l'antigene specifico per l'anticorpo che vogliamo ricercare. 
Dopo un determinato tempo d’incubazione con il siero da esaminare, l’eccesso 
viene eliminato con diversi lavaggi. Si prosegue con aggiunta di anticorpo 
secondario marcato con un enzima che andrà a legare il complesso 
antigene/anticorpo. Eseguiti altri lavaggi per eliminare eventuali anticorpi non 
legati al complesso si aggiunge il substrato dell'enzima con cui è stato marcato 
l'anticorpo secondario: il viraggio di colore indica la presenza degli anticorpi nel 
siero e la lettura allo spettrofotometro consente di quantificare la concentrazione 
dell’anticorpo presente confrontandolo con una curva di riferimento nota. 
 
1.7 ANTICORPI ANTI-NUCLEARI IN PAZIENTI CON TUMORE EPATICO 
Diversi fenomeni autoimmuni come la presenza di anticorpi rivolti verso componenti 
cellulari sono stati descritti in pazienti con il cancro. Questi autoanticorpi riguardano 
principalmente anticorpi antinucleari (ANA) e citoplasmatici e sono stati rilevati in 
pazienti con leucemie, melanomi, tumore del polmone, della mammella, della prostata 
epatocarcinoma e altri ancora (9-21). Gli ANA sono utilizzati come marcatori sierologici 
nel Lupus Eritematoso Sistemico e altre malattie autoimmuni sistemiche come la 
Sclerodermia, la sindrome di Sjogren e la Dermatomiosite. Molti degli antigeni reattivi a 
questi anticorpi sono, strutturalmente e funzionalmente, associati a componenti subcellulari 
di complessi biologici; questi complessi sono coinvolti in funzioni cellulari importanti o 
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essenziali come ad esempio la replicazione e trascrizione del DNA (22). Il significato della 
presenza di autoanticorpi nelle neoplasie non è chiaro e ci sono poche informazioni per 
quanto riguarda l'identità di molti degli antigeni a cui questi autoanticorpi legano. In 
pazienti con HCC sono stati identificati tre autoanticorpi diretti contro tre specifici antigeni 
nucleolari: una nucleo porina, B23 di 37 kDa, NOR, complesso di due proteine di 93 e 89 
kDa (chiamato NOR-90) e una proteina di 34 kDa associata al complesso della 
ribonucleoproteina U3(9). 
Un altro studio condotto su pazienti con HCC mostra che gli autoanticorpi rivolti verso 
strutture intracellulari non sono limitati solo alle malattie autoimmuni sistemiche ma, si 
riscontrano in altre patologie, di solito in frequenza più bassa. Infatti, è stato riportato che 
gli anticorpi antinucleari sono rilevati nel 31% di pazienti con carcinoma epatocellulare 
(23). Molte altre specificità anticorpali in sieri di pazienti con HCC sono rimaste non 
identificate (24). I pazienti con epatite cronica possono sviluppare carcinoma epatico dopo 
molti anni e, per questo motivo, sono seguiti a intervalli frequenti nella speranza che la 
neoplasia possa essere rilevata precocemente. Sempre in questo lavoro è stato osservato 
che diversi pazienti aventi una conclamata malattia epatica cronica, in uno stato evolutivo 
verso l’HCC, mostravano la presenza di ANA o aumentava il titolo di questi (25). Tali 
cambiamenti nella risposta immunitaria durante la trasformazione maligna sono coerenti 
con le nozioni che la risposta degli autoanticorpi possa essere antigene-indotta e, inoltre, 
che i responsabili potrebbero essere coinvolti in importanti funzioni cellulari (26). Sono 
stati proposti diversi meccanismi per spiegare l'alta prevalenza di ANA nel cancro 
supponendo che la necrosi del tessuto tumorale porterebbe a disseminare  grandi quantità 
di autoantigeni cellulari (27,28) e  che abbiano un ruolo particolarmente importante le 
infezioni da parte di microrganismi: gli ANA sono rilevati con aumentata frequenza 
durante alcune infezioni virali (29-32). Una caratteristica importante della risposta 
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immunitaria in pazienti con HCC è la diversità delle specificità anticorpali (33,34). Questo 
fenomeno è limitato per le malattie autoimmuni sistemiche; a ogni malattia autoimmune è 
associata una specificità antigenica a cui gli autoanticorpi rispondono. Questa differenza 
tra le malattie autoimmuni e l’HCC potrebbe essere spiegata dal fatto che 
nell’epatocarcinoma sono coinvolti diversi fattori eziologici (cirrosi, virus, micotossine, 
farmaci e alcol). Inoltre, epatocarcinogenesi è un processo multi-step che a livello 
molecolare implica continui cicli di necrosi e rigenerazione delle cellule epatiche, fino 
all'accumulo di mutazioni negli epatociti con successiva espansione clonale e formazione 
di lesioni neoplastiche. Pertanto, la risposta immunitaria potrebbe essere diretta contro 
un'ampia varietà di proteine sovra-espresse o mutate, coinvolte in cicli ripetuti di necrosi e 
di rigenerazione durante la formazione del tumore epatico (34). 
 
1.8 CELLULE TUMORALI CIRCOLANTI (CTC) 
Le cellule tumorali identificate in transito nella circolazione sanguigna sono definite 
Cellule Tumorali Circolanti (Circulating Tumor Cells - CTC). L’isolamento di tali cellule 
fu dimostrato già nella seconda metà del 1900 su campioni di sangue provenienti da diversi 
pazienti con carcinomi della mammella, dell’ovaio, del polmone, della prostata e dello 
stomaco. Sebbene la loro natura non sia ben conosciuta, si ritiene che una frazione di 
queste cellule tumorali siano in grado di iniziare una lesione clonale metastatica. Cellule 
tumorali circolanti possono essere rilevate nel sangue o vasi linfatici dei malati di cancro 
(35) e la loro presenza è stata associata ad un'alta incidenza di metastasi e maggiore 
resistenza alla terapia in alcuni tumori solidi. Il rilevamento delle CTC ha una notevole 
rilevanza clinica per quanto riguarda il monitoraggio della malattia, la risposta al 
trattamento e la previsione di recidiva (36). Le cellule tumorali circolanti rappresentano 
pertanto un'interessante fonte di informazioni biologiche per comprendere meglio la 
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diffusione di esse e la resistenza ai farmaci, cercando di individuare in tal modo nuovi 
target terapeutici (37). Tuttavia, solo pochi studi hanno affrontato il ruolo delle CTC 
nell’epatocarcinoma, ciò  potrebbe essere attribuito al basso numero di CTC nel sangue del 
paziente (38). La rilevazione di queste cellule tumorali circolanti nella circolazione 
sanguigna dei pazienti,  anni prima dell’inizio della malattia metastatica, potrebbe portare 
all’uso di queste per il monitoraggio non invasivo del tumore e stabilire la sensibilità o la 
resistenza alla terapia. Recenti studi hanno dimostrato che le cellule staminali del cancro 
(CSC), scarsamente sensibili alla terapia, contribuiscono alla crescita del tumore portando 
alla sua recidiva. Le CSC sono state individuate in molti tipi di tumore e per la loro 
identificazione sono stati utilizzati specifici marcatori come c-kit, CD133, CD90, CD44, 
CD326 e OV6 (39, 40). Le CTC sono cellule di origine epiteliale altamente indifferenziate 
e totipotenti. Dal punto di vista molecolare sono in corso numerosi studi, i primi risultati 
evidenziano una grande variabilità riguardante l’espressione genica di recettori per fattori 
di crescita, per alcune proteasi, per le molecole di adesione e antigeni di istocompatibilità 
(41). In generale, l’identificazione e la caratterizzazione molecolare delle CTC richiede 
metodi altamente sensibili e specifici, come la centrifugazione su gradiente di densità 
(Ficoll), la selezione immunomagnetica con l’ausilio di anticorpi diretti contro antigeni 
tumore-specifici (selezione positiva) o diretti contro l’antigene leucocitario comune CD45 
(selezione negativa) oppure la filtrazione prima della tecnica di determinazione vera e 
propria. In particolare, per la selezione immunomagnetica positiva vengono di solito 
impiegati anticorpi diretti contro molecole espresse sulla superficie delle cellule epiteliali, 
come citocheratine (CK7, CK8, ecc) o EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), 
coniugati a biglie paramagnetiche (42). 
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                                                           CAPITOLO 2 
MATERIALI E METODI 
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2.1 RECLUTAMENTO PAZIENTI 
In questo lavoro sono stati arruolati 75 pazienti con diagnosi di epatocarcinoma, alcuni di 
questi erano ricoverati presso i reparti di Clinica Medica e Patologia Medica 
dell’Università di Sassari altri erano pazienti esterni, e confrontati con19 controlli sani. Su 
questi pazienti sono stati eseguiti test di laboratorio per la ricerca delle bande “atipiche”. 
Altri 15 pazienti con HCC di prima diagnosi non metastatici e non trattati sono stati inclusi 
nello studio per la ricerca delle cellule tumorali circolanti e confrontati con 12 controlli 
sani. 
Tutti i pazienti sono stati seguiti dal Servizio di Ecografia della Clinica Medica, dove sono 
stati raccolti i dati clinico-anamnestici e effettuavano l’indagine ecografica necessaria per 
il monitoraggio della patologia in corso. Su tutti questi pazienti e sui controlli sani è stato 
fatto un prelievo di sangue periferico in una provetta da siero e una da emocromo per 
effettuare, rispettivamente, la ricerca degli autoanticorpi e delle CTC. 
 
2.2 METODICHE  
2.2.1 IDENTIFICAZIONE AUTOANTICORPI (ANA) IN IMMUNOFLUORESCENZA 
INDIRETTA 
Mediante questa metodica sono stati testati i 75 pazienti con epatocarcinoma per la ricerca 
degli ANA. Per effettuare tale test è stato necessario un semplice prelievo di sangue 
venoso su provetta da siero. E’stato utilizzato un kit commerciale costituito da vetrini detti 
a “mosaico”.  Ogni vetrino è costituito da 10 pozzetti sui quali sono stati stratificati quattro 
tipi di substrato: cellule Hep-2, fegato, rene e stomaco di ratto. Questa combinazione 
permette una visione più chiara e completa per ricerca degli ANA. I campioni di sangue 
sono stati centrifugati per 10 minuti a 1200 rpm e il siero ottenuto è stato diluito 1:80 in 
PBS (Phosfate Buffer Saline). Ogni vetrino permette di testare contemporaneamente 10 
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pazienti. Su ogni pozzetto sono stati depositati 25 µl di siero diluito e si lascia in 
incubazione per 30 minuti. Terminato il tempo di incubazione si esegue un lavaggio in 
abbondante PBS per almeno 10 minuti,  si prosegue aggiungendo ad ogni pozzetto 25 µl di 
anticorpo secondario (anti-IgG umane) marcato con fluoresceina e si lascia in incubazione 
per altri 30 minuti. Si procede con un secondo lavaggio con PBS per altri 10 minuti e, dopo 
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2.2.2 IDENTIFICAZIONE BANDE “ATIPICHE” ATTRAVERSO WESTERN BLOT 
Tutti i sieri dei pazienti con HCC già testati in IFI sono stati analizzati mediante WB in 
modo tale da ricercare la presenza di eventuali bande “atipiche”. Per svolgere questo studio 
abbiamo usato un kit commerciale costituito da strip di nitrocellulosa. Le proteine sono 
separate mediante elettroforesi in accordo con il loro peso molecolare e sono state trasferite 
su membrane di nitrocellulosa . Una volta avvenuto il trasferimento delle proteine il foglio 
di nitrocellulosa viene tagliato in diverse strip e gli antigeni altamente purificati o 
ricombinanti vengono aggiunti alle stesse. 
La metodica prevede: 
 Reidratazione delle strip con la soluzione di lavaggio fornita dal Kit per 15 minuti 
 Incubazione di ciascuna strip con i sieri dei pazienti per 60 minuti: ciascun siero 
deve essere diluito 1:51 con il diluente fornito dal kit. La quantità consigliata è di 
1,5 ml per strip. 
 Eseguire 3 lavaggi da 5 minuti ciascuno per rimuovere eventuali anticorpi che non 
si sono legati 
 Incubazione con l’anticorpo secondario ( anti Ig-G umane) coniugato con fosfatasi 
alcalina per 60 minuti 
 Eseguire altri 3 lavaggi da 5 minuti ciascuno 
 Incubazione con il substrato, NBT/BCIP) per 10 minuti 
 Lavare il substrato con acqua distillata per 3 volte da 1 minuto ciascuno 
 Lettura delle strip  
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Figura 3: strip di nitrocellulosa utilizzate per la ricerca della bande “atipiche”. 
 
 
2.2.3 IDENTIFICAZIONE CELLULE TUMORALI CIRCOLANTI. 
Il prelievo di sangue va eseguito in provette con K2 EDTA; 3 provette per paziente di cui 
una da utilizzare per l’emocromo le altre due per la ricerca delle CTC in Citofluorimetria. 
 Preparare 2 provette da 50 ml per singolo paziente e controllo sano. 
 Dispensare in ciascuna provetta un volume di sangue corrispondente a circa 20x106 
di leucociti: è preferibile non superare mai i 4 ml di sangue per ciascun campione. 
 Aggiungere  40 ml di soluzione lisante, BD PHARME LYSE 10 X da diluire con  
acqua, indipendentemente dai ml di sangue (max 4 ml). 
 Incubazione 15 minuti҆ in agitazione meccanica. 
 Centrifugare a 400 g (1500 rpm) per 10 minuti. 
 Eliminare il surnatante (senza portare a secco). 
 Sospendere  il pellet in 2 ml di soluzione di lavaggio, STAIN BUFFER con BSA, 
 Pag. 25 
Rosalia Fadda Anticorpi anti nucleari e cellule tumorali circolanti nello studio dell’Epatocarcinoma 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche indirizzo Fisiopatologia Medica Università degli Studi di 
Sassari 
 Riunire  i pellet dello stesso campione per uniformare eventuali differenze di lisi. 
 Separare in due provette da citofluorimetria. 
 Centrifugare i campioni a 400 g (1500 rpm) per 10 minuti. 
 Eliminare il surnatante.  
 Aggiungere 100/200 ul di STAIN BUFFER con BSA 
 Preparare la marcatura per ciascun campione in esame (paziente e controllo sano) 
con i seguenti anticorpi: 
- CD45 in APC CY7 
- 7AAD in PerCP 
 
- CD34 PE in CY7 
- CD 105 in ALEXA 647 
- EPCAM in PE 
- CD 324 in PE 
- CD 325 in ALEXA 647 
- SYTO 16 FITC 
 Incubazione per 30 minuti al buio 
 Terminata l’incubazione aggiungere 2 ml STAIN BUFFER con BSA per lavare 
 Centrifugare a 400 g  (1500 rpm) 10 minuti 
 Eliminare il surnatante 
 Sospendere il pellet in 1 ml di FACS FLOW 
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2.3 CITOFLUORIMETRIA 
 Il principio di funzionamento di un citometro a flusso consiste nell’analizzare le singole 
cellule presenti all’interno una sospensione di sangue periferico, aspirato midollare o 
agoaspirati di diversa natura provenienti da tessuti solidi dissociati, mediante l’utilizzo di 
un sistema fluidico di trasporto e di uno o più fasci laser focalizzati. Quando il raggio di 
luce intercetta il flusso cellulare, vengono generati dei segnali legati alle caratteristiche 
fisiche della particella: diametro, rapporto nucleo/citoplasma, granularità, rugosità di 
membrana. I segnali una volta emessi, sono raccolti da un sistema di lenti, specchi dicroici 
e filtri ottici, e inviati ai rispettivi sensori noti come fotodiodi e fotomoltiplicatori, che ne 
misurano l’intensità. Questi segnali elettrici provenienti da ogni sensore, opportunamente 
amplificati e digitalizzati, sono inviati a un analizzatore/elaboratore di dati che provvede 
alla presentazione su un monitor dei medesimi e alla loro elaborazione statistica. 
Un citometro a flusso è la combinazione di un sistema di dispensazione di un campione 
liquido con uno spettrofluorimetro ed un fotometro a light scatter. Partendo da un 
campione (sospensione cellulare o di altre particelle) il sistema di dispensazione del 
campione liquido fornisce un mezzo efficiente per presentare individualmente le cellule del 
campione alla stazione di misura (flow cell). La sospensione cellulare è trasportata dal 
sistema di distribuzione alla cella a flusso, qui viene iniettata attraverso un piccolo ago 
(sample injection tube, SIT). In essa si realizzano alcune condizioni idrodinamiche 
necessarie per la misurazione. La focalizzazione idrodinamica consiste nel fare in modo 
che ogni singola cellula attraversi il punto di intersezione con un raggio di luce, in modo 
lineare. In pratica, se il regime fluidico è di tipo laminare si creano due flussi coassiali: 
quello interno contiene le cellule (core flow) e quello esterno mantiene queste ultime lungo 
l’asse ideale di flusso (sheath fluid). Agendo sul sistema pneumatico di trasporto che 
controlla la differenza di pressione tra core flow e sheath fluid si regola la velocità di 
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efflusso delle cellule (flow rate), normalmente valutata in numero di “eventi” al secondo, 
ossia numero di “particelle” che hanno incontrato lo spot luminoso nell’unità di tempo. E’ 
logico pertanto evitare la formazione di aggregati di grosse dimensioni (43). Le cellule del 
campione di nostro interesse sono marcate con specifici fluorocromi. I laser eccitano i 
fluorocromi i quali prima salgono a un livello superiore della nuvola elettronica e, 
successivamente, rilasciano energia emettendo lunghezze d’onda maggiori rispetto a quelle 
a cui vengono eccitati. Esistono diversi fluorocromi che emettono a lunghezze d’onda 
differenti, tra i più comuni possiamo citare: Fluoresceine Isothiocyanate (FITC), 
Phycoerytherin (PE), Phycoerytherin Cyanine 7, (PE CY7), Peridin clorophylla protein 
(PerCP), Allophyco (APC) e Allophyco Cyanine 7 (APC CY7). Il citofluorimetro 
utilizzato nel corso di questo nostro studio è stato il BD FACSC CANTO. I pazienti 
arruolati in questo studio sono 15, tutti provenienti dall’istituto di Clinica Medica Servizio 
di Ecografia dell’Università di Sassari. I pazienti sono stati selezionati sulla base della 
presenza di epatocarcinoma con diversi noduli epatici. Il prelievo di sangue veniva loro 
eseguito prima d’esser sottoposti a qualsiasi tipo di trattamento sia di tipo chirurgico come 
ad esempio la chemioembolizzazione epatica (TACE), termoablazione a radio frequenza, 
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CAPITOLO 3 
SCOPO DELLA TESI 
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Lo scopo di questo studio è essenzialmente duplice: 
1) individuare anticorpi anti-nucleari atipici (non comunemente associabili alle MAIS) 
come possibili marcatori tumorali in corso di epatocarcinoma. 
2) il carcinoma epatico essendo un tumore maligno può dare metastasi. Per tale motivo si è 
voluto ricercare la presenza delle cellule tumorali circolanti in pazienti con 
epatocarcinoma, in modo tale da evidenziare possibili parametri che diano ulteriori 
informazioni sullo stato della malattia e soprattutto sulla sua evoluzione. 
Il fine ultimo di questa ricerca è quindi individuare possibili marker molecolari utili 
all’attività diagnostica per il carcinoma epatico sia attraverso nuove specificità antigeniche 
che con la ricerca delle CTC. 
  
 Pag. 31 
Rosalia Fadda Anticorpi anti nucleari e cellule tumorali circolanti nello studio dell’Epatocarcinoma 





 Pag. 32 
Rosalia Fadda Anticorpi anti nucleari e cellule tumorali circolanti nello studio dell’Epatocarcinoma 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche indirizzo Fisiopatologia Medica Università degli Studi di 
Sassari 
Dall’analisi dei risultati ottenuti, attinenti alla ricerca degli ANA sui 75 pazienti con HCC, 
abbiamo evidenziato una positività a questo test pari al 52% con una incidenza maggiore 
nel sesso maschile rispetto a quello femminile.   
 
 
Figura n5: grafico ottenuto dall’analisi dei risultati all’ANA test.  
 
 
Oltre a determinare la positività degli ANA è stato possibile individuare il quadro 
fluoroscopico associato a ogni singolo paziente. E’ stato osservato che quelli più frequenti 
sono il quadro fluoroscopico di tipo omogeneo per il 61,5 %, quello di tipo granulare o 
speckled per 25,6 % e il quadro di tipo nucleolare per il 12,8%. 
 
 Pag. 33 
Rosalia Fadda Anticorpi anti nucleari e cellule tumorali circolanti nello studio dell’Epatocarcinoma 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche indirizzo Fisiopatologia Medica Università degli Studi di 
Sassari 
 
Figura 6 : rappresentazione grafica dei quadri fluoroscopici  osservati dalla lettura al microscopio a fluorescenza. 
 
 
Di questi 75 pazienti analizzati, 65 sono stati testati mediante Western Blot. Come spiegato 
in precedenza è stato utilizzato un kit commerciale contenente strip di nitrocellulosa sulle 
quali sono stati blottati tutti gli antigeni estratti dalle cellule Hep-2, comunemente 
riscontrati nelle malattie autoimmuni sistemiche. Di questi 65 pazienti con HCC il 63% è 
risultato positivo a questa indagine di laboratorio di secondo livello e di questi il 63,4% ha 
mostrato la presenza di bande da noi definite come “atipiche,” contro un 36,6 % di bande 
comuni riscontrabili anche in pazienti con patologie autoimmune sistemiche. 
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Figura 7: rappresentazione grafica in percentuale di A) pazienti positivi con metodica del WB B) percentuale della 
presenza delle bande “atipiche” rispetto a quelle comunemente osservate nelle MAIS. 
 
 
Le bande “ atipiche” da noi riscontrate con frequenza maggiore sono:  
 
 37,7 kDa 31,7% 
 54,7 kDa 19,5% 
 53 kDa 17,1% 
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Figura n 8: esempio di strip sulla quale è presente una banda proteica “atipica”. 
 
 
Sono state riscontrate altre bande “atipiche” di diversi pesi molecolari ma essendo presenti 
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Figura 9: rappresentazione grafica in percentuale delle bande “atipiche “ statisticamente significative riscontrate. 
 
Per ciascuna banda “atipica” è stato osservato quale quadro fluoroscopico fosse 
maggiormente rappresentato evidenziando, anche in questo caso, che quelli più frequenti 
sono il quadro di tipo omogeneo e il granulare. 
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Dall’analisi delle strip testate con i sieri dei soggetti sani è emerso che, su 19 individui 10 
mostrano la presenza di alcuni bande tipiche con intensità molto lieve (ciò indica una 
concentrazione anticorpale molto bassa) e su 2 strip è comparsa la banda “atipica “ di 53 
kDa. 
 
Come già detto in precedenza, l’epatocarcinoma, cosi come tutti i tumori solidi, è in grado 
di dare metastasi. Per tale motivo in questo nostro lavoro siamo andati a ricercare le cellule 
tumorali circolanti su altri pazienti con HCC. Dall’analisi dei citogrammi ottenuti dalla 
lettura al Citofluorimetro è emerso che alcuni pazienti con epatocarcinoma non metastatici 
e non sottoposti a trattamento chirurgico o farmacologico, mostrano un numero elevato di 
CTC rispetto ai controlli sani. 
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Figura 12: grafico ottenuto dalla conta dell cellule tumorali circolanti per ciascun paziente con HCC in rapporto con 
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L’epatocarcinoma è il principale tumore maligno del fegato, colpisce principalmente gli 
uomini e si manifesta in seguito a malattie del fegato preesistenti. Le principali cause 
eziologiche sono di tipo virale, come la presenza del virus HBV( epatite B) e virus HCV 
(epatite C) oppure si manifesta in pazienti con cirrosi epatica in seguito all’eccessivo 
consumo di alcol ( epatite esotossica). Per quanto concerne la diagnosi essa può essere 
effettuata in seguito ad un controllo di routine, oppure in modo del tutto accidentale in 
seguito ad indagini di tipo radiologico ed ecografico. Altre indagini sono quelle di tipo 
ematologico come ad esempio la determinazione della concentrazione dei livelli sierici 
dell’alfa-feto proteina  (anche se in realtà aumentati livelli di AFP si riscontrano solo in 
una parte di pazienti con HCC rendendo tale esame non sempre affidabile) e l’esame 
istologico in seguito alla biopsia epatica. Con il presente lavoro si è cercato di individuare 
nuovi ed eventuali marker diagnostici utili nella diagnosi dell’epatocarcinoma da ricercare 
mediante un semplice prelievo di sangue periferico. Alla base di questo studio vi è la 
ricerca degli anticorpi anti nucleo, test di primo livello impiegato per la ricerca di tali 
anticorpi nelle patologie autoimmuni sistemiche, mediante la metodica 
dell’Immunofluorescenza Indiretta. In questo lavoro si è anche studiato la ricerca delle 
cellule tumorali circolanti in pazienti con HCC non metastatici  
La ricerca degli ANA sui 75 pazienti con HCC ha mostrato che il 52 % è positivo all’ 
ANA test e il 48 % è negativo per il medesimo. Da questo primo risultato di laboratorio 
non vi sono dati che mettano in luce un’ importante correlazione con la presenza 
dell’epatocarcinoma e la presenza degli ANA. Tuttavia, possiamo confermare (cosi come 
già descritto in letteratura) che il sesso maschile sia predisposto allo sviluppo 
dell’epatocarcinoma: il 61,3 % dei pazienti positivi all’ANA test sono infatti uomini contro 
un 38,5 % di rappresentato dalle donne. Del 48 % dei pazienti negativi all’ANA test il 78,4 
% sono uomini e il 21,6 % donne. Quest’ultimo dato è ,invece, in stretta correlazione con 
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la presenza degli ANA nel sesso femminile, le quali  tendono ad essere soggette alla loro 
comparsa. Per quanto riguarda il quadro fluoroscopico (individuato per ogni singolo 
paziente), quello più frequente risulta essere l’omogeneo (61,5%) seguito dal quadro 
fluoroscopico di tipo granulare (25,6%) e nucleolare (12,8%). Anche in questo caso non è 
possibile delineare una differenza tra la presenza di questi quadri fluoroscopici nell’ 
epatocarcinoma rispetto alle malattie autoimmuni sistemiche in quanto, l’individuazione di 
questi quadri fluoroscopici è in linea con quanto si sa già dalla letteratura. 
La ricerca delle bande da noi definite “ atipiche” è stata eseguita su strip di nitrocellulosa 
sulle quali sono stati blottati tutti gli antigeni presenti nelle cellule Hep-2, substrato 
utilizzato per la ricerca degli ANA. L’obiettivo è di individuare anticorpi che non 
rispondano agli antigeni comunemente coinvolti nella risposta autoimmune dei pazienti 
affetti da MAIS. Dei 75 arruolati per questo studio 65 sono stati studiati mediante questo 
test. Il 63 % dei pazienti testati è risultato positivo mostrando la presenza di diverse bande 
di peso molecolare noto come ad esempio CENP B, SS-A/SS-B di 52 kDa Ku 86 kDa Scl-
70 di 100 kDa, sia di peso molecolare non noto. Per quanto riguarda le bande “atipiche” ne 
sono state individuate diverse e sono: 120kDa, 115kDa, 109kDa, 108kDa, 104kDa, 
103.8kDa,101.9kDa, 97.7kDa, 96kDa, 95kDa, 92.5kDa, 92kDa, 90kDa, 88.7kDa, 87.7 
kDa, 87.5kDa, 85kDa, 84kDa, 81.7kDa, 80.6kDa, 75kDa, 73kDa, 72.1kDa, 67kDa, 66 
kDa, 65kDa, 64.6kDa, 64kDa, 63.7kDa, 62.8kDa, 61.5kDa, 61kDa, 59kDa, 57.8kDa, 57 
kDa, 55.5kDa, 54.7kDa, 54kDa, 53kDa, 52.7kDa, 50.4 kDa,50kDa, 49kDa, 48kDa, 46 
kDa, 45kDa, 43.6kDa, 42 kDa,41.5kDa, 41kDa, 39kDa, 37.7kDa, 37 kDa,35kDa, 34kDa, 
33kDa, 31kDa, 29kDa, 24kDa, 14kDa, 13kDa. Di tutte queste 61 bande riscontrate 4 sono 
risultate significative dal punto di vista statistico: la banda da 104kDa (14,6%), 54,7kDa 
(19,1%), 37,7kDa (31,7%) e 53kDa (17,1 %); quest’ultima nonostante sia rappresentata 
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con una percentuale significativa, non è stata presa in considerazione in quanto presente 
nei controlli sani. 
Dalle informazioni presenti in letteratura non vi sono ancora dati che riportano la presenza 
di queste bande proteiche da noi riscontrate. In un lavoro scientifico sono stati identificati 3 
anticorpi diretti contro tre specifici antigeni nucleolari, questi sono : una nucleo porina, 
B23 di 37 kDa, NOR, complesso di due proteine di 93 e 89 kDa (chiamato NOR-90) e una 
proteina di 34 kDa associata al complesso della ribonucleoproteina U3(9). 
Infine in questo studio ci siamo dedicati alla ricerca delle cellule tumorali circolanti 
utilizzando, come metodica per la loro rilevazione, la Citofluorimetria a flusso. Tali cellule 
sono cellule di origine epiteliale indifferenziate , sono molto rare e per identificarle e 
distinguerle dalle altre popolazioni cellulari presenti nel sangue periferico ;su cui abbiamo 
lavorato, abbiamo utilizzato dei marcatori anticorpali marcati con diversi fluorocromi. 
Infatti, i marcatori che hanno permesso di distinguerle sono: CD 45;il quale permette di 
individuare tutte le cellule della linea bianca, ,CD 34,marcatore di staminalità, CD 105, 
marcatore delle cellule mesenchimali e EPCAM (Epithelial cell adhesion molecule), 
presente esclusivamente nelle cellule epiteliali. Riassumendo per riconoscere le CTC dalla 
lettura dei citogrammi  esse devono essere :CD34 positive, EPCAM positive, CD45 
negative e CD105 negative. 
Per questa indagine sono stati studiati 15 pazienti con HCC non in metastasi e non trattati, 
confrontati con 12 controlli sani. I risultati ottenuti mettono in evidenza che tutti questi 
pazienti hanno in circolo le CTC ma, alcuni di essi hanno un numero molto più elevato di 
queste cellule. Tutti questi pazienti hanno cirrosi principalmente correlata ad HCV, 
presentano una ipertensione portale senza trombosi  e mostrano la presenza di almeno due 
noduli. Non vi sono attualmente nozioni cliniche e anamnestiche che ci diano ulteriori 
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informazioni per spiegare come mai alcuni di questi pazienti con epatocarcinoma abbiamo 
un numero notevolmente più elevato di CTC. 
In conclusione l’identificazione di anticorpi diretti contro proteine “atipiche” come quelle 
da noi riscontrate (104 kDa, 54,7 kDa e 37,7 kDa) potrebbe rappresentare un’ utile 
strumento per la correlazione con la diagnosi del tumore . Per affermare ciò è opportuno 
identificare tali proteine mediante la spettroscopia di massa, in modo tale da poter 
escludere con certezza che si tratti di vere e proprie proteine ignote. Come spiegato sin ora, 
la ricerca delle suddette bande “atipiche” è stata effettuata utilizzando antigeni estratti dalle 
Hep-2, ma il nostro intento è quello di individuare le medesime, o altre bande “atipiche” 
peculiari, per questo tipo di tumore utilizzando le cellule HepG2 (liver hepatocellular cells) 
ossia cellule che derivano direttamente dal tessuto epatico. 
Per quanto concerne il lavoro svolto sulla ricerca delle cellule tumorali circolanti è 
sicuramente necessario incrementare il numero dei pazienti da sottoporre allo studio, in 
modo da poter meglio comprendere il significato della loro presenza. Inoltre, sarebbe  
interessante compiere lo studio su un gruppo di pazienti metastatici e su un altro gruppo di 
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